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Amikor e számomra oly megtisztelő 
alkalomból munkáimról és az engem köz­
vetlenül érdeklő kutatási területekről 
beszélhetek, engedjék meg, hogy bizonyos 
szelekciót végezzek, és csak két fő területe­
met érintsem.
A makromolekulák felismerési folyama­
taival és a sejtmembránhoz kötődő, ugyan­
csak az információátvitelben szerepet ját­
szó molekulák kötődés utáni fizikai folya­
mataival fogok ezen előadás keretében 
foglalkozni.
Monod, Wymann és Changcux elmélete 
az alloszterikus enzimek szabályozásáról 
1965-ben vált elérhetővé írott formában. 
Még abban az évben, majd az azt követő 
mintegy másfél évtized során számos 
munkánk jelent meg, amelyek lényege a 
fizikai és kémiai kölcsönhatások szabá­
lyozó szerepének tanulmányozása volt. 
Vizsgálataink első fázisában kémiai és fizi­
kai hatások szerepét vizsgáltuk az enzimek 
szabályozásában. Modellül a jól ismert és 
könnyen tanulmányozható enzimet, a 
nyúlizom foszforiláz-b-t választottuk,
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amely az emlős szervezetek szénhidrát­
anyagcseréjének egyik kulcsenzime. Korai 
felismerésünk volt, hogy a makromolekula 
strukturális változásoktól függő, alloszteri- 
kus szabályozása sugárérzékenyebb, mint a 
katalitikus aktivitás. Akkor modernnek 
számító módszerekkel kimutattuk, hogy az 
enzim különböző reaktív csoportjai osztá­
lyozhatók [1—9]. Ezek a vizsgálatok, ame­
lyek főleg spektroszkópiás méréseken és 
kinetikai analízisen alapultak, hozzásegí­
tettek a fehérjestruktúra finom változásai­
nak a kimutatásához, ill. a változások 
időbeni követéséhez. A véletlenszerű, sto- 
chasztikus (ionizáló sugárzás) fizikai be­
hatások mellett, specifikus kémiai kölcsön­
hatások vizsgálata hívta fel a figyelmemet a 
kismolekulák és makromolekulák, ill. mak­
romolekulák között lejátszódó folyama­
tokra [10— 12]. Ezek, a már Monod termi­
nológiája szerint is mikrokibernetikai 
analízisek vezettek el bennünket egy olyan 
elméleti enzimkinetikai modell megal­
kotásához, amelyben döntő szerepet tulaj­
donítunk a makromolekula és az oldószer, 
tehát a makromolekula és kismolekulák 
közötti dinamikus kapcsolatnak és a fehér-
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jemolekula termodinamikai alapokon leír­
ható fluktuációjának. Az enzim—szubszt- 
rát komplex kialakulásáról és bomlásá­
ról Somogyi Bélával közösen kialakított 
kinetikai elképzelésünk tárgyát képezte az 
1976-ban tartott 16. kémiai Solvay-konfe- 
renciának is [13—17]. Az enzim— 
szubsztrát komplex bomlási sebességét 
megszabó két fenomenologikus kinetikai 
állandó, a k _ x és k2, matematikai analí­
zisünk alapján a következő kompakt 
formában írható fel:
A számos környezeti paramétert és fizikai 
állandót jelző szimbólum közül szeretném 
kiemelni a
k _ i  =  p s - ^ ^ z - e x p ( - E d / k BT ) -  
- £ e x p ( - E p/kBT)
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környezeti tömegeloszlást tartalmazó pa­
ramétert, amely a CjVj koncentráció és 
felismerési térfogat révén tartalmazza a 
mikrokibernetikai modellalkotáshoz szük­
séges információelemeket.
Elméleti és kísérletes vizsgálataink 
számos addig nem ismert tulajdonságát 
tárták fel a fehérjemolekulákat körülvevő 
természetes folyadékközeg és a makromo­
lekula közötti kollíziós kinetikai energia- 
cserének. Az elméleti következtetések új 
kísérleti vizsgálati szempontokat vetettek 
fel, s ezek az új szempontok az in vitro 
vizsgálati technikák mellett, többek között, 
ráirányították a figyelmet az inkább életta­
ni körülmények között, pl. viszkózus 
közegben lezajló enzimaktivitás tanulmá­
nyozására [19—21]. A multienzim-komple- 
xek kinetikai analízisében szerepet játszó 
tranziens idő a mi elméleti megközelítésünk 
alapján vált egyszerűen és egyértelműen 
magyarázhatóvá [20, 24, 28, 29].
Konkrét gyakorlati következménye volt 
elméleti és in vitro eredményeinknek, hogy 
élő sejtekben is megvizsgáltuk az extracel- 
luláris folyadék ozmolalitásának hatását, a 
citoplazma membrán észteráz aktivitására
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I. ábra. A fluoreszcein-diacetát hidrolízissebességének változása 
normál ( - 0 - )  és leukémiás ( - A - )  egér limfocitáknál az oldat 
ozmolalitásának függvényében. A sejtkoncentráció 2 x 106 
sejt/ml, a fluoreszcein-diacetát koncentráció 1 x 10“ 6 mól/1, a 
hőmérséklet 37°C volt. A szakaszok a standard deviációt jelentik.
(1. ábra). Az extracelluláris folyadék ozmo­
lalitásának változtatása jelentős kü­
lönbséget mutatott a nyugvó és tumoro­
sán transzformált sejtek enzimatikus tulaj­
donságai között. Az idő függvényében 
növekvő fluoreszcencia, amelyet a fluoresz­
cein-diacetát nem fluoreszkáló festékből az 
eszterázok hatására felszabaduló fluoresz- 
cein idéz elő, a tumorsejtek esetében érzéke­
nyen reagált olyan külső paraméter változ­
tatására, amelyet a mi molekuláris enzimki­
netikai modellünk tanulmányozása nélkül
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értelmetlen dolognak tűnik változó, enzim­
aktivitást változtató paraméternek tekin­
teni [25].
Hűen ahhoz az elképzeléshez, hogy 
a kismolekulák és nagymolekulák köl­
csönhatása (némi antropomorfizmus- 
sal) a makromolekula működése szem­
pontjából információt jelent, Gáspár 
Rezsővel közösen eljárást dolgoztunk ki, 
amely lehetővé tette, hogy magmágneses 
rezonancia-spektroszkópia segítségével 
már akkor nyomon tudtuk követni az 
intermolekuláris kölcsönhatások finom 
részleteit is, a kismolekulák spektrumának 
változásán keresztül, amikor a makromole­
kula spektrumát készülékünkkel még nem 
lehetett érzékelni [15]. Kb. egy évtizeddel 
ezelőtt alkalmaztam először a fluoreszcen­
cia energiatranszfer mérésének módszerét 
intermolekuláris távolságok meghatá­
rozására. E módszerrel sikerült először 
meghatározni, hogy a genetikai kód 
átírásában kulcsszerepet játszó DNS-függő 
RNS polimeráz enzim milyen mértékben 
nyitja fel az aszimmetrikus kódátírás során 
a kettősen helikális nukleinsav molekulát 
(2. ábra). Későbbi vizsgálatok ezt az akkor
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2. ábra. Fluoreszcenciás rezonancia energiatranszfer folyamatok a 
fluoreszkaminnal (donor, D) jelölt DNS-függő R N S polimeráz és 
a DNS kettős spiráljába interkalálódó etidiumbromid (akceptor, 
A) között. Az energiatranszfer hatékonysága nagymértékben 
függ a polimerázmolekula által felnyitott DNS-gyürű nagy­
ságától..
igen újnak számító eredményünket min­
denben megerősitették [18].
A makromolekula—kismolekula és a 
makromolekula—makromolek ula kölcsön­
hatás a sejtmembrán felszínén kerül leg­
közelebb a biológiai információátvitel prob­
lémájához, hiszen az élő rendszerek leg­
kisebb önellátó egysége, a sejt, a citoplaz- 
ma membránján keresztül cserél anyagot 
és energiát környezetével. Más szóval, a 
már előbb említett értelemben a citoplazma 
membránja a színhelye a sejt és környezete 
közötti információcserének. Figyelmünk a
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makromolekuláris rendszerek után jórészt 
ezért fordult a sejt belsejében és a sejt­
membrán felszínén elérhető és korszerű 
vizsgáló módszerekkel vizsgálható fehérjék 
tulajdonságai felé [22, 23, 26, 27, 30—33].
A biológiai membrán transzportfolya­
matainak (kation- és aniontranszport, a szó 
szoros értelmében vett anyagcsere-folya­
matok) tanulmányozása helyett, vizsgála­
taink tárgya a membránba beépült, ún. 
integrális fehérjék térbeni (síkbani) elhe­
lyezkedése, proximitási viszonyai, laterális 
és rotációs mobilitása, ezek funkcionális 
jelentősége, ha úgy tetszik, információt 
közvetítő szerepe volt. Ma már tu­
dománytörténet, hogyan fedezték fel a 
cAMP második messenger szerepét, de még 
a tudomány felderítetlen titkai közé tarto­
zik, hogy a membrán makromolekuláinak 
dinamikája milyen konkrét információs 
értékkel bír a sejt számára. Az elmúlt 
évtized nem szűkölködött membránmodel- 
lekben (I. táblázat). Saját kiindulási mun­
kahipotézisünk arra a kérdésre keres 
választ, hogy a különböző ligandkötő he­
lyek proximitási viszonyainak, síkbeli elhe­
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időben változó) receptormintának mi az 
információs szerepe más sejtek, ill. a mintát 
hordozó sejt számára. (Pl. vírusantigének és 
a H-2 antigének eloszlása stb.) A követ­
kezőkben az eddigi általános tárgyalás 
helyett néhány nagyon a közelmúltban 
végzett, e témakörhöz tartozó kísérletről 
szeretnék beszámolni. A kérdés tehát: Mi a 
szerepe a membránfehérje-komponensek 
eloszlásának a környezet és a sejt, ill. a
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sejtek közötti információcserében? Léte- 
zik-e síkban vagy térben rendezett, a relatív 
proximitási viszonyok által meghatározott 
dinamikus receptorminta a membránban? 
Adott proximitási viszonyokkal rendelkező 
receptorok közös vagy izolált mozgé­
konysága hogyan változik a sejt funkcioná­
lis állapotaiban?
Vizsgálataink tárgya az egérsejtek 
felszínén található H-2 antigén volt, amely 
a sejt eredetét karakterizálja a külvilág felé.
A limfociták felszínén található H-2 
antigén lokalizációjának vizsgálatához 
elsődleges támpontul a konkanavalin-A 
receptorokat választottuk. A Con-A recep­
torok a specifikus fehérje ligandot, a Con-A 
nevű lektint, cukorkomponensükön ke­
resztül kötik meg. A sokfajta glikoproteid 
részét képező a-mannopiranozid gyűrű 
nagy számban található a sejtek felszínén, 
ezért fluoreszkáló festéket hordozó Con-A- 
val könnyen jelezhető. A lektin kötődése a 
nyugvó sejteket stimulálja. Tehát mind 
funkcionálisan, mind kötődését tekintve jól 
karakterizált. Ezért kezdtük a sejtmembrán 
integrális proteinjeinek a dinamikai vizsgá­
latát a H-2 antigének és a Con-A recepto­
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rok egymáshoz való viszonyának tanulmá­
nyozásával. Vizsgálataink kiterjedtek a H-2 
antigének relatív eloszlására, valamint la­
terális és rotációs diffúziójának mérésére is. 
Limfomasejteken végzett vizsgálatainkat 
részben áramlási citometriás mérésekkel 
kombináltuk azért, hogy eredményeinket 
azonnal nagy populációra lehessen vonat­
koztatni.
A H-2 antigén és a Con-A receptorok 
közötti távolságokat, ill. egyedi eloszlá­
sukat fluoreszcencia energiatranszfer 
mérésének segítségével határoztuk meg. A 
távolságmeghatározás spektroszkópiás fel­
tételekhez kötött. A H-2 antigének jelzésére 
— Trón Lajos, Szöllősi János és Szabó 
Gábor kollégáimmal — determináns cso­
portspecifikus monoklonális antitesteket 
alkalmaztunk, amelyek fluoreszcenciát adó 
festékeket, fluoreszceint vagy tetrametil- 
rhodamint hordoztak. A tetramér Con-A 
molekulákat hasonlóképpen vagylagosan 
fluoreszceinnel és rhodaminnal jeleztük. A 
távolság- és eloszlási viszonyokat megadó 
Förster-típusú energiatranszfer méréseket 
ma már, kellő körültekintéssel alkalmazva, 
szinte biofizikai rutinvizsgálatnak tekint­
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hetjük, de ez az állítás nem állja meg a 
helyét az áramlási citometriás rendszerekre 
vonatkozóan. Az irodalomban rendelke­
zésre álló rendkívül kis számú közlemény, 
amelyek közül az első 1979-ben jelent meg, 
áramlási citometriás rendszerekben csak 
azt volt képes megállapítani, hogy a vizsgá­
lati rendszer elemeinek, pl. a fluoreszceinnel 
jelzett Con-A-nak a rhodamin-izotioci- 
anáttal jelzett Con-A-hoz képesti távolsága 
nőtt vagy csökkent. Trón Lajossal és 
Szöllősi Jánossal kidolgozott módszerünk 
lehetővé teszi, hogy a mérhető spektroszkó­
piai paraméterek megfelelő matematikai 
analízisével a sejtek felszínén elhelyezkedő 
donor—akceptor-párok effektiv átlagos 
távolságát is megmérjük anélkül, hogy az 
egyes sejtekből nyerhető információ elvesz­
ne. Az ezen vizsgálatokból nyert biológiai 
információkat a következőkben foglalhat­
juk össze:
A H-2 antigének között nem tudtunk 
energiatranszfert kimutatni, azaz az indivi­
duális H-2 antigének egymáshoz viszonyí­
tott relatív távolsága nagyobb, mint a 
rezonancia energiatranszferrel mérhető 
távolság felső határa (3. ábra). Ez szto-
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3. ábra. T4I sejtekhez kötődött FITC-cel, ill. TRITC-cel jelölt 
monoklonális anti-H-2Kk antitestek közötti energiatranszfer 
hatékonyságának gyakoriságeloszlása. A és B: FITC-H-100 
27/55 + TRITC-H-100 27/55; C és D: FITC-H-100 30/6 + 
TRiTC-H-100 30/6 antitestek; a TRITC/FITC mólarány 2 (A és 
C), ill. 4 (B és D) volt. Az inkubálás során a teljes antitestkon­
centráció telítési szinten volt. Az energiatranszfer hatékonyságá­
nak negatív értékei a kísérleti paraméterek szórásából származ­
nak, ugyanis az eloszlás szélességét elsősorban nem a sejtpopulá­
ció biológiai varianciája határozza meg.
chasztikus, ha nem is feltétlen egyenletes 
eloszlásra mutat. Az energiatranszfer hiá­
nya azt is igazolja, hogy az antigének nem 
képeznek mikroaggregátumokat az antitest 
megkötése után. A vizsgált limfóma-sejtek 
sejtfelszínre vonatkoztatott H-2 antigén 
mennyisége azonos volt a megfelelő limfo-
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citák felületegységére vonatkoztatott H-2 
antigén mennyiségével.
A Con-A receptorok számossága ele­
gendő ahhoz, hogy a H-2 antigén és a Con- 
A receptor helyeket jelző donorok és akcep- 
torok mindkét kötőhely diszperz, kvázi 
egyenletes eloszlási állapotában is energia­
transzfert mutasson (4. ábra).
Elméleti feltételezéseinknek megfelelően 
az akceptorkoncentráció növelése az ener- 
giatranszfer-hatékonyságot jelentősen nö-
4. ábra. T41 sejtekhez kötött FITC-cel jelölt monoklonális H-100 
27/55 anti-H2-Kk antitestek és TRITC-cel jelölt Con-A mole­
kulák közötti energiatranszfer hatékonyságának gyakoriság­
eloszlása. A jelzés során a hőmérséklet 0°C, az antitestkoncentrá­
ció telitési szinten, a TRITC-Con-A koncentráció pedig rendre: 
a: 12 pg/ml; b: 20 pg/ml; c: 30 pg/ml és d: 200 pg/ml volt. Egy 
eloszlási hisztogram 6000 sejt adatait tartalmazza.
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velte az átlag donor—akceptor-távolság 
csökkentése révén.
A donor-, ill. az akceptormolekulák 
„egyenletes” eloszlását megváltoztatva az 
energiatranszfer csökken, mivel a donor— 
akceptor-távolság nő.
Érdekes biológiai információnak számít, 
amelyet csak ezzel a módszerrel lehetett 
megállapítani, hogy a donor—akceptor 
átlagtávolság-eloszlás sűrűségfüggvénye 
sokkal keskenyebb volt, mint a donoré és az 
akceptoré külön-külön. Ez azt jelenti, hogy 
a kis és nagy sejtek receptor, ill. ligandkötő 
helyeinek sűrűsége a vizsgált sejttípusokon 
nem függött a sejtek nagyságeloszlásától. 
Egymással nem kompetáló, tehát a H-2 
antigén különböző helyeire kötődő antites­
tek relatív távolságának meghatározása 
lehetővé tette, hogy mintegy feltérképezzük 
a kötőhelyek elhelyezkedését az antigén 
felszínén (5. ábra). A fluoreszcenciás jelző­
vel ellátott monoklonális antitestek deter­
mináns csoportspecificitása, az antigén 
szerkezetének nagy állandósága miatt le­
hetővé teszi, hogy az átlagtávolság-meg- 
határozás igen jól megközelítse a valódi 
távolságot. Ezzel egyrészt lehetővé vált e
1 9
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5. ábra. T41 sejtekhez kötődött FITC-cel, ill. TRITC-cel jelölt 
nem kompetáló monoklonális anti-H-2Kk antitestek közötti 
energiatranszfer hatékonyságának gyakoriságeloszlása. A: 
FITC-H-100 27/55 + TRITC-H-100 30/6; B: F1TC-H-100 5/28 
+ TRITC-H-100 30/6; C: FITC-H-100 30/6 + TRiTC-H-100 
27/55 antitestek. A jelzés során az antitestkoncentrációk telitési 
szinten voltak.
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strukturális paraméter konkrét meghatá­
rozása, másrészt ezzel a vizsgálattal az 
antigén konformációváltozásának köve­
tésére új módszert vezettünk be.
A proximitási viszonyok ilyen molekulá­
ris szintű vizsgálata hozzásegíthet ahhoz, 
hogy a sejtek különböző fiziológiás, ill. 
afiziológiás állapotában bekövetkező 
változásokat nyomon követhessük. Bár 
ezzel a konkrét vizsgálatsorral a munkahi­
potézisünk során feltételezett dinamikus 
receptormintának a létezését még távolról 
sem bizonyítottuk, megteremtettük annak 
a lehetőségét, hogy számos egyéb receptor 
és ligandkötő hely relatív eloszlását meg­
vizsgálhassuk, és a feltételezett minta eg­
zisztenciáját kimutathassuk.
Az individuális ligandkötő helyek, 
konkrétan a H-2 antigének mozgé­
konyságát, laterális diffúziós képességét, ill. 
rotációs mozgását a fluoreszcencia-újra- 
eloszlás fotokémiai kioltás után (FRAP) 
módszerrel (6. ábra) és a foszforeszcencia- 
anizotrópia időbeni lecsengésének a 
követésével tanulmányoztuk. Megállapí­
tottuk, hogy a teljes antitesttel, ill. ugyane­




6. ábra. T41 sejtfelszínhez kötődő FITC-cel jelölt monoklonális 
H-100 27/55 antitestnek (A) és F(ab) fragmentjának (B) rediszt- 
ribúciója fluoreszcenciás kioltás után. A sejteket ajelölt ligandok- 
kal sötétben 30 percig inkubáltuk 37“C-on. A redisztribúciós 
görbékből meghatározható laterális dilTúziós állandó értéke 
mind az antitestre, mind az F(ab) fragmentumra 5 ± 3 x  10” 10 
cm2 s~ ' volt.
F(ab)-fragmentumával jelölt antigén diffú­
ziója milyen tartományba esik. A II. 
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EO-27/55 16 0.02 0,025 4, 37
+ Con-A 10 0.02 0,03 4
+ RAMIg 14 0.03 0,04 4
+ Con-A 30 0.04 0,033 37
+ RAMIg >2000 -0 .0 4 0,07 37
+ 30/6 11 0,03 0,027 4, 37
EO-27/55 F(ab) 13 0,06 0.027 37
Antitest — — — 37
Rövidítések: EO-27/55 = Eosinnal jelölt monoklonális anti-H-2Kk H -100 27/55 antitest 
Con-A =  concanavalin-A tetramer 
RAM lg = nyúl anti-egér IgG 
EO-27/55 F(ab) =  EO-27/55 fragmentje
OJ
Az elmúlt néhány évtizedben a sejt­
membránok elektromos jelenségei és az 
iontranszport, ill. a kettő kapcsolata volt a 
legegzaktabban megközelithető membrán- 
jelenség. így érthető, hogy az excitabilis 
sejtmembrán állt és áll még ma is a kutatá­
sok középpontjában. A sejtfelszíni mole­
kuláris mozgásoknak az elmúlt néhány 
évben kidolgozott vizsgálhatósága a nem 
excitabilis sejtmembránokat is kedvelt 
kísérleti objektumokká avatta. E komp­
likált kérdések érdekes voltát kiemeli, hogy 
a sejtműködés fiziológiás szabályozásának 
további megismerése mellett ezzel a daga­
natok kifejlődésének a mechanizmusához is 
közelebb lehet kerülni. További potenciáli­
san nagy gazdasági jelentőségű felhasználá­
si területe a kvantitatív citológiai paraméte­
rek áramlási citometriás mérésének az állati 
hím csírasejtek fertilitásának, ill. az ivarori­
entáltság fokának meghatározása. Ilyen 
irányba kiterjesztett vizsgálataink jelentős 
kezdeti eredményeket mutatnak. A hím 
csírasejtek életképességét kettős fluoresz- 
cenciás jelzés és hősokk-teszt kombinálásá­
val nagy pontossággal tudjuk vizsgálni.
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Összefoglalva az elhangzottakat, kuta­
tási tevékenységem az intermolekuláris 
kölcsönhatások kísérletes fizikai-kémiai 
karakterizálásából, majd ennek elméleti le­
írásából indult ki. Az elméleti modell szá­
mos új kísérleti irányra hívta fel a figyelmet, 
amelyek még a látszólag távolabb álló 
sejtbiofizikában is eredménnyel kecsegtet­
nek. Maga a molekuláris enzimkinetikai 
modell a makromolekula és kismolekula 
kölcsönhatás első, nem fenomenologikus, 
explicit leírását adta.
A sejtmembrán felszínének integrális 
fehérjéivel, azok relatív elhelyezkedésének 
és dinamikájának fiziológiás jelentésével 
foglalkozó kutatásaim egyszerű hipotézi­
sen alapulnak.
Létezik-e a sejtmembrán felszínén olyan 
kétdimenziós receptorminta, ahol a recep­
torok, ill. ligandkötő helyek proximitásvi- 
szonyai, dinamikus tulajdonságai informá­
ciósjelentéssel bírnak a sejt, ill. a környezet 
számára. A H-2 antigén topológiájára és 
dinamikájára vonatkozó vizsgálatokkal si­
került igazolnunk, hogy a felállított hipoté­
zis, ha nem is egyszerű úton, de kísérletesen 
megközelíthető. Az alapvető biológiai
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kérdést képező hipotézis bebizonyítása, 
vagy szükség esetén módosítása, jövő ku­
tatásaink feladata.
Ismert történelmi ihletésű mondás: Ne­
ver in the field of human conflicts was so 
much owed by so many to so few. Ennek 
parafrázisaként legyen szabad elmonda­
nom, hogy pályám során oly sokaknak 
köszönhettem oly sokat, hogy idő hiányá­
ban csak két köszönetnyilvánítást érzek 
elengedhetetlennek. Az egyik feleségemnek 
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